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(57) Abstract 

The invention relates to a method for the treatment of cerebral Uchaemia and to an agent for the dxatment of ^^}^^ 
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vorfahren zur Behandlung von cerebralen Ischamien 
sowie Verwe^imc von Er ythropoietin oder 
F.r Yt.hropoietir -^rivaten zur Behandlung von 
cerebralen Ischamien 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein 
Verfahren zur Behandlung von cerebralen Ischamien 
sowie auf ein Mittel zur Behandlung cerebraler 
ischamien von Saugetieren, insbesondere des Menschen, 
wie sie beispielsweise bei Schlaganfallpatienten 
auf treten. 

Beim ischamischen Hirninfarkt unterscheidet man die 
geschadigten Bereiche in ischamische Kernzone sowie 
die den Kern umgebende sogenannte Penumbra. Das 
AusmaB von ischamischem Kern plus Penumbra 
determiniert die SchadensgrSBe nach ischamischem 
Insult, 
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. , K _.vfl T 7t als "EPO" bezeichnet, 
Erythropoietin, auch abgekurzt aj.s 

ist ein k6rpereigenes Glycoprotein mit einem 
Molekulargewicht von 30000 Dalton (W. Jelkmann, 
erythropoietin: Structure, Control of Production, 
, and Function", Physiological Reviews, 1992, Band 72, 

Seiten 449 bis 489) . Es ist ein wesentlicher 
Wachstumsfaktor fur die Produktion von Erythrozyten 
und wurde bereits 1977 erstmals isoliert. 

Erythropoietin ist seit vielen Jahren in haufigem 
klinischem Gebrauch bei Patienten mit renaler Aname 
bei Nephrodialyse, zur Gewinnung grdfierer Mengen 
autologen Blutes vor geplanten Operationen und genet 
auch als Dopingmittel in die Schlagzeilen der Presse. 

Dabei erwies sich Erythropoietin als ausgesprochen 
15 gut vertraglich. Als relevante Nebenwirkungen sind 

insbesondere die oft therapeutisch erwunschte 
Stimulation der Hamatopoiese mit Polyglobulie sowie 
eine seiten zu beobachtende arterielle Hypertonie zu 
nennen. Beide Auswirkungen sind hauptsachlich nach 
chronischer Erythropoietin-Gabe zu erwarten. Sie sxnd 
im Bedarfsfall relativ einfach durch medikamentese 
Behandlung bzw. AderlaS abzuhelfen. 
Unvertraglichkeitsreaktionen bzw. anaphylaktische 
Reaktionen geh5ren bei Erythropoietin zu den 
25 Raritaten. 

Bis heute gibt es keine wirksame Therapie cerebraler 
ischamien, wie beispielsweise zur Behandlung von 
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Schlaganfallpatienten, ohne Eingriff in den 
Kopfbereich des Patienten. 

Sakanaka «. et al. offenbaren in *mS 1996, Band 95, 
„„ 8 S 4635 - 4640, daB die *entrale Gaba von 
Erythropoietin i. Tierversuch aina protektive wiring 
auf cerehrale Meuronen ausubt. Aufgrund der Kenntnrs, 
daB die Biut-Hirn-Schranke durch greBere Proterne 
nicht Uberwunden werden kann, erfolgt in s^t nchen 
Versuchen die Gaba das Erythropoietin d.rekt zentral 
in den lataralen Ventrikel. Eine darartige 
unmittelbar intraventrikulare Gaba des 
Erythropoietin, d.h. unmittelbare Infusion des 
Erythropoietin in das Hirngewebe scheidet :edoch be,- 
Menschen aulgrund der hohen Risiken, die it der 
tolaga und dam Unterhalt einar temporaren 
Ventrikeldrainage verbunden sind, beispielswerse 
Infektionen Oder Blutungen, aus. 

DelMastro L. et al. offenbaren in Oncologist 1998, 
3/5, S. 314-318, daB die preventive Gabe von 
Erythropoietin eine An*mie in cha»otherapeu tl sch 
behandelten Krebspatienten varhindern and d» t 
oraventiv das Risiko derartiger Patrenten bzgl. erner 
carabra en !scha»ie in Eolge einer chemotherapeutrsch 

rfrsaohten anamie redu.ieren kann Eine Tharapae 
fur eine bereits vorlieganda oerabrale Ischanue, 
insbesondere bei nicht chemotherapeutisch behandelten 
Patienten, ist darin nicht offenbart. 
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Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein 
Verfahren zur Behandlung von cerebralen Ischarcuen, 
ein Mittel zur Verwendung bei der Behandlung 
cerebraler Ischamien sowie ein Mittel zur Herstellung 
eines Arzneimittels zur Behandlung cerebraler 
ischamien zur Verftlgung zu sf lien, die einfach und 
moglichst nebenwirkungsfrei sowie risikenfrei 
angewandt werden kOnnen. 

Diese Aufgabe wird durch das Verfahren nach Anspruch 
1, die Verwendung zur Herstellung eines Arzneimittels 
nach Anspruch 9 sowie die Verwendung nach Anspruch 17 
gelost. Vorteilhafte Weiterbildungen der 
erf indungsgemaBen Verfahren und Verwendungen werden 
in den jeweiligen abhangigen AnsprUchen gegeben. 

Ansatzpunkt fUr das erf indungsgemaBe Verfahren und 
die erf indungsgemaBen Verwendungen von Erythropoietin 
ist es, daB nach stattgefundener Ischamie, 
beispielsweise nach einem Schlaganf all, moglichst 
fruh so viel wie m5glich des geschadigten 
Himgewebes, insbesondere der Penumbra, gerettet 
werden sollte. Es wurde gefunden, dafi eine perxphere 
Gabe von Erythropoietin einen ausgepragt protektiven 
Effekt auf das von der Ischamie betroffene cerebrale 
Gewebe aufweist. Erythropoietin bewirkt dabei, daB 
der Bereich des geschadigten cerebralen Gewebes, 
insbesondere in der Penumbra, dramatisch verkeinert 
wird gegenuber herkoimalichen MaBnahmen bei cerebraler 
ischamie ohne Erythropoietingabe . 
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Diese unerwartete gewebsrettende Wirkung des peripher 
gegebenen Erythropoietins bei cerebraler Ischamxe des 
Menschen ist schon deshalb nicht selbstverstandlich, 
da Erythropoietin bekanntermaBen .Is groBeres Protexn 
It eine* Molekulargewicht von ca. 30000 Dalton die 
Blut-Hirn-Schranke gewohnlich nicht zu uberwinden 
vermag. Eine unraittelbar intraventricular Gabe des . 
Erythropoietin, d.h. unmittelbare Infusion des 
Erythropoietin in das Hirngewebe scheidet 3 edoch bexm 
Menschen gewShnlich aus wegen Risiken, die mxt der 
Anlage und dem Unterhalt einer temporaren 
Ventrikeldrainage verbunden sind, wie Infektionen 
oder Blutungen. 

Es ist das Verdienst der vorliegenden Erfindung, zu 
erkennen und umitSsetzen. <M oberr.schenderweise zur 
Behandiung einer stattgehabten cerebraien IscMme 
unmittalbar nach de» schadigenden Ereignis 
Erythropoietin pariphar als Arzneimittel gegeben 
werden kann und dann in das geschadigte Himareal 
ubergeht und wirksam wird. 

Dia periphere Gabe von Erythropoietin, d.h. diessaits 
der Blut-Hirn-S=hr»nke, erfolgt vorteilhafterweis. 
intramuscular Oder vaskular. Eine unmittelbar 

helcanntermaBen vorteilhafterweisa 
vaskuiare Gabe, die bekannrermo 

bei Arzneiiitteln meist intravenOs erfolgen sollte 
Metet sich bier geradezu an, u* das Erythropoietin 
innerhalb eines kurzen Zeitraums, d.h. so rasch wie 
mS glich nach dem schadigenden' Ereignis, in einer 
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hohen Dosis zu dem geschadigten cerebralen Gewebe zu 
bringen. 

Es ist daher davon auszugehen, daB Erythropoietin 
unmittelbar nach der Schadigung des Himgewebes durch 

5 die Ischamie in den geschadigten Bereichen die Blut- 

Hirn-Schranke uberwinden kann. Daher ist es mOglich, 
dem beispielsweise durch einen Schlaganfall 
geschadigten Patienten ein Arzneimittel, das 
Erythropoietin enthalt, zu verabreichen, wobei das 

10 Erythropoietin tatsachlich das geschadigte Hirngewebe 

erreicht. 

Damit steht erstmals ein wirksames Therapeutikum fUr 
die cerebrale. Ischamie bei Saugetieren, insbesondere 
beim Menschen, wie beispielsweise bei einem 
15 Schlaganfall, zur Verfugung. 

Vorteilhaft ist dabei weiterhin, daB die intakte 
Blut-Hirn-Schranke in den nicht-geschadigten 
cerebralen Gewebebereichen ein Eindringen des dort 
nicht benotigten Erythropoietin weiterhin wirksam 
verhindert und so die nicht von dem ischamischen 
infarkt betrof fenen Gewebebereiche von der Therapxe 
nicht beeinfluBt werden, also auch keine oder nur 
stark verringerte Nebenwirkungen auftreten konnen. 

vorteilhafterweise wird Erythropoietin als 
Arzneimittel mit einer Dosierung in H6he von 5000 bis 
100000 Einheiten, idealerweise von 35000 Einheiten, 
pro Gabe, mSglichst mit einer Gabe pro Tag in den 
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ersten Tagen, erstmals moglichst innerhalb von 8 
Stunden nach dem Schlaganfall, angewandt. Es gentlgen 
dabei einige wenige Gaben von Erythropoietin, urn den 
therapeutischen Effekt herbeizufiihren. Dies hat 

5 weiterhin den Vorteil, daB die hauptsachlich bei 

langdauemden, kontinuierlichen Behandlungen anderer 
Krankheitsbilder nach dem oben beschriebenen Stand 
der Technik beobachteten Nebenwirkungen und Risiken 
bei der Verwendung von Erythropoietin zur Behandlung 

10 cerebraler Ischamie nicht oder nur geringfugig 

auftreten werden. 

Erythropoietin ist aus dem Stand der Technik bekannt. 
Humanes Erythropoietin wurde erstmals aus Urin 
isoliert (T. Miyake et al. 1977, J. Biol. Chem. , Bd. 

15 252, S. 5558 - 5564). Heute erfolgt die Herstellung 

durch DNA-Rekombination. Durch diese Methode kann es 
in ausreichenden Mengen hergestellt und 
erfindungsgemafi verwendet werden. Auch weitere 
Varianten des Erythropoietins mit veranderter 

20 Aminosauresequenz oder -struktur oder auch 

Bruchsttlcke mit den fur die biologische Funktion des 
Erythropoietin relevanten funktionellen 
Sequenzabschnitten kOnnen ftir die erf indungsgemaBe 
Verwendung eingesetzt werden und sollen unter den 

25 Begriff "Erythropoietin", wie er in dieser Anmeldung 

verwendet wird, fallen. Variabilitat der 
erfindungsgemafi einsetzbaren Erythropoietin-Varianten 
ergibt sich weiterhin aus Abwandlungen in der 
Glycosilierung des Erythropoietins. 
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Bei dem erfindungsgen&B zu verwendenden 
Erythropoietin kann es sich folglich unter anderem um 
das humane Erythropoietin handeln, wie es 
natttrlicherweise vorkommt, oder auch um 
Erythropoietin-Produkte bzw, Erythropoietin-Analoga 
(allgemein: Erythropoietin-Varianten bzw. -Derivate) , 
die Abwandlungen von dem nattirlichen humanen 
Erythropoietin aufweisen, wie zum Beispiel 
Modifikationen der Sequenz wie Deletionen und 
Substitutionen, oder auch Abwandlungen der 
Kohlenhydratzusaramensetzungen . Derartige 
Erythropoietin-Produkte kfcnnen durch verschiedene 
Herstellungsverfahren erzeugt werden. Derartige 
Herstellungsverfahren ftir erfindungsgemaB einsetzbare 
Erythropoietin-Varianten, -Derivate bzw. -Analoga 
sind beispielsweise in den Patentanmeldungen WO 
86/03520, WO 85/02610, WO 90/11354, WO 91/06667, WO 
91/09955, WO 93/09222, WO 94/12650, WO 95/31560 und 
WO 95/05465 beschrieben, deren Of fenbarungen samtlich 
vollst&ndig hieraut in den Of f enbarungsgehalt in die 
vorliegende Patentanmeldung per Referenz hierauf 
aufgenommen und in die vorliegende Patentanmeldung 
eingeschlossen sein sollen. 

Im folgenden werden Beispiele ftir das 
erfindungsgenuiBe Verfahren und die erf indungsgem£Ben 
Verwendungen gegeben, 

Es zeigen: 



S 



Fig 1 das Auftreten von Erythropoietin im Serum und 
in der Cerebrospinalf ltissigkeit nach einem 
Schlaganfall, sowie 

Fig. 2 das Las ions ausmaB nach cerebraler Ischamie. 

In Fig. 1A ist der Mittelwert der Serumkonzentration - 
von 4 Patienten mit Schlaganfall, d.h. deren 
periphere Konzentration von Erythropoietin ttber 
mehrere Tage aufgetragen, denen ca. 8 Stunden, ca. 24 
Stunden und nochmals ca. 48 Stunden nach dem 
Schlaganfall jeweils eine Dosis von 35000 IE humanes 
rekombinantes Erythropoietin (Pr&parat "Neorecormon" 
der Fa. Hof fmann-LaRoche AG) intravenos gegeben 
wurde. Es ist zu erkennen, dafi die Serumkonzentration 
innerhalb der ersten Tage ihr Maximum erreicht und 
anschliefiend wieder stark abfallt. 

In Fig. IB sind die Konzentrationen von EPO in sechs 
Kontrollpatienten mit nichtisch&mischen 
neurologischen Erkrankungen ("Neurological Desease 
Controls") nach Infusion von Erythropoietin , in zwei 
unbehandelten Schlaganfallspatienten ("Stroke 
Controls") ohne Infusion von Erythropoietin sowie in 
vier Schlaganfallspatienten ("EPO-Patients") nach 
Infusion von Erythropoietin wie bei den 
Kontrollpatienten dargestellt. Dargestellt ist dabei 
der Mittelwert der EPO-Konzentration in der 
Cerebrospinalf ltissigkeit, wie er im Mittel 6,4 
Stunden nach einer ersten Infusion von 35000 IE 
humanen rekombinanten Erythropoietins (Pr&parat 
"Neorecormon" der Fa. Hof fmann-LaRoche AG) bestimmt 



wurde. Bei den vier Schlaganfallpatienten ("EPO- 
Patients") handelt es sich um dieselben Patienten wie 
in Fig. 1A. 

Es ist, unter Berucksichtigung der verwendeten 
logarithmischen Skala der Darstellung in Fig. IB, 
unmittelbar zu erkennen, dafi die Konzentration des 
Erythropoietin in der Cerebrospinalflussigkeit in 
Schlaganfallspatienten ("EPO-Patients") um das ca. 
100-fache uber der der gleich behandelten 
Kontrollpatienten ("Neurological Disease Controls") 
oder auch der unbehandelten Schlaganfallspatienten 
("Stroke-Controls") liegt. 

Es ist das Verdienst der vorliegenden Erfindung, zu 
erkennen, dafi im Falle einer cerebralen Ischamie die 
Blut-Hirn-Schranke fUr Erythropoietin durchlassig 
wird, so dafi zur Behandlung einer cerebralen Ischamie 
unmittelbar nach dem schadigenden Ereignis 
Erythropoietin peripher als Arzneimittel in das 
geschadigte Hirnareal. ubergehen und wirksam werden 
kann. 

Fig. 2 zeigt das Las ions ausmafi nach einem 
Schlaganfall bei einem 73 Jahre alten Patienten. Die 
gezeigten Aufnahmen wurden mittels magnetischer 
Kernresonanzspektroskopie ("diffusion-weighted MRI") 

erzeugt . 

Der Patient wurde ca. 8 Stunden nach einem 
Schlaganfall mit 35000 IE humanem rekombinantem 
Erythropoietin (Praparat "Neorecormon" der Fa. 
Hoffmann-LaRoche AG) intravenOs infundiert. Ca. 24 
Stunden und 48 Stunden nach dem Schlaganfall wurde 
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jeweils eine weitere gleich hohe Dosis Erythropoietin 
gegeben. 

Fig 2A zeigt dabei drei Schnittansichten von unten 
wahrend des Therapieverlaufs durch das Gehirn des 
Patienten ca. 7 Stunden nach dera Schlaganfall. 
Deutlich durch ihre weiBe FSrbung abgesetzt sind die 
durch den Schlaganfall geschadigten Bereiche zu 
erkennen. 

In Fig. 2B sind die geschadigten Bereiche ca. 3 Tage 
nach dem Schlaganfall ebenfalls durch ihre weiBliche 
Farbung (mit dunklem Kern) zu erkennen.. 

Fig. 2C zeigt dieselben Schnittansichten nach 18 
Tagen. Deutlich zu erkennen ist, daB es zu einer 
markanten Reduktion der Primariasion kam. Diese 
Reduktion des ischamischen Infarktareals ist u.a. der 
Behandlung mit Erythropoietin zuzusctireiben. 



11 



WO 00/35475 



PCT/EP99/09864 



Eatflntansprugha 

1. Verfahren zur Behandlung von cerebralen 
Ischamien eines Saugetieres, dadurch 
gekennzeichnet, dafi Erythropoietin peripher 
appliziert wird. 

2 . Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet , dafi die Application 
vaskular erfolgt. 

3. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die Applikation 
intraven6s erfolgt. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dafi das 
Erythropoietin zur Behandlung des Schlaganfalls 
appliziert wird. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dafi das 
Erythropoietin in einer Dosis von 5000 IE bis 
100000 IE pro Gabe und/oder pro Tag appliziert 
wird. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dafi das 
Erythropoietin in einer Dosis von 35000 IE pro 
Gabe und/oder pro Tag appliziert wird. 
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7. Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dafi als 
Erythropoietin natives oder rekombinantes 
menschliches oder tierisches Erythropoietin oder 
ein Deri vat hiervon appliziert wird. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dafi als 
Saugetier ein Mensch behandelt wird. 

9. Verwendung von Erythropoietin zur Herstellung 
eines peripher zu applizierenden Arzneimittels 
zur Behandlung von cerebralen Ischamien von 
SSugetieren. 

10. Verwendung nach dem vorhergehenden Anspruch zur 
Herstellung eines vaskular zu applizierenden 
Arzneimittels. 

11. Verwendung nach dem vorhergehenden Anspruch zur 
Herstellung eines intraven6s zu applizierenden 
Arzneimittels. 

12. Verwendung nach einem der Anspruche 9 bis 11 zur 
Herstellung eines peripher zu applizierenden 
Arzneimittels zur Behandlung des Schlaganfalls. 

13. Verwendung nach einem der Anspruche 9 bis 12 in 
einer Dosis von 5000 IE bis 100000 IE pro Gabe 
und/oder pro Tag. 
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14. Verwendung nach einem der Anspruche 9 bis 13 in 
einer Dos is von 35000 IE pro Gabe und/oder pro 
Tag. 

15. Verwendung nach einem der Anspruche 9 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet , daS als Erythropoietin 
ein natives oder rekombinantes menschliches oder 
tierisches Erythropoietin oder ein Derivat 
hiervon verwendet wird. 

16. Verwendung nach einem der Anspruche 9 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, daS das. Saugetier ein 
Mensch ist. 

17. Verwendung von Erythropoietin als peripher zu 
applizierendes Mittel zur Behandlung von 
cerebralen Ischamien eines Saugetieres. 

18. Verwendung nach dem vorhergehenden Anspruch als 
vaskular zu applizierendes Mittel. 

19. Verwendung nach dem vorhergehenden Anspruch als 
intravends zu applizierendes Mittel. 

20. Verwendung nach einem der Anspruche 17 bis 19 
zur Behandlung des Schlaganfalls. 

21. Verwendung nach einem der Anspruche 17 bis 20 in 
einer Dosis von 5000 IE bis 100000 IE pro Gabe 
und/oder pro Tag. 
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22. Verwendung nach einem der Ansprxiche 17 bis 21 in 
einer Dosis von 35000 IE pro Gabe und/oder pro 
Tag. 

23. Verwendung nach einem der Anspruche 17 bis 22, 
dadurch gekennzeichnet , dafi als Erythropoietin 
ein natives oder rekombinantes menschliches oder 
tierisches Erythropoietin oder ein Derivat 
hiervon verwendet wird. 

24. Verwendung nach einem der AnsprCtche 17 bis 23, 
dadurch gekennzeichnet, daS das Saugetier ein 
Mensch ist. 
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Methods for the treatment of cerebral ischemias as well 
as the use of erythropoietin or erythropoieti c derivatives 
in the treatment of cerebral ischemias 



The present Invention concerns a method for the treatment 
of cerebral ischemias of mammals, in particular of humans, 
such as those that appear In stroke patients. 

In the case of ischemic cerebral infarct one distinguishes in 
the damaged region an ischemic core zone as well as the 
so-called penumbra which surrounds the core. The extent of 
the ischemic core plus penumbra determines the size of the 
damage after an ischemic insult. 



Erythropoietin, which is also designated in abbreviated 
fashion as EPO, is an endogenous glycoproteine with a 
molecular weight of 30,000 dalton (W. Jelkmann, 
"Erythropoietin: Structure, Control of Production, and 
Function"), Physiological Reviews, 1992, vol. 72, pages 449- 
489). It is a significant growth factor for the production of 
erythrocytes and was first isolated as early as 1977. 

For many years erythropoietin has frequently been used 
clinically on patients with renal anemia in the case of 
nephrodialysis, in order to obtain greater amounts of 
autologic blood before scheduled operations; it also made 
headlines as a doping agent 

In those cases erythropoietin proved to be markedly well 
tolerated. Among relevant side effects one should quote in 
particular the (often therapeutically desirable) stimulation of 
hematopoiesis with polycythemia, as well as a rarely seen 
arterial hypertension. Both these effects are to be expected 
primarily after chronic erythropoietin administration. If 
necessary, they can be handled in fairly simple fashion by 
medicinal treatment or phlebotomy. 

Intolerance reactions or anaphylactic reactions are rare with 
erythropoietin. 

In the past no effective therapies have been available for 
cerebral ischemias, such as for instance in the treatment of 



stroke patients, without intervening into the patient's head 
region. 

Sakanaka M. et al. disclosed in PNAS 1998, vol. 95, No. 8, 
pp. 4635-4640 that the central administration of 
erythropoietin in animal experiments produced a protective 
effect on cerebral neurons. Based on the knowledge that 
the blood-brain barrier could not be crossed by larger 
proteins, in all experiments the administration of 
erythropoietin was carried out in a directly central manner 
into the lateral ventricle. Such a direct intraventricular 
administration of erythropoietin - I.e., direct infusion of 
erythropoietin into the cerebral tissue - is however excluded 
in humans, because of the great risks connected with the 
introduction and maintenance of a temporary ventricle 
drainage, [such risks being] exemplified by Infections or 
hemorrhages. 

DelMastro L. et al. disclosed in Oncologist, 1998, 3/5, pp. 
314-318, that the preventive administration of erythropoietin 
protects against anemia in chemotherapy-treated cancer 
patients, and thus can preventively reduce the risk 
undergone by such patients with respect to a cerebral 
ischemia as a consequence of a chemotherapeutically 
caused anemia. No therapy for an already existing cerebral 
ischemia - and In particular, none in chemotherapeutically 
treated patients - is disclosed there. 
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It is therefore the task of the present Invention to provide a 
method for the treatment of cerebral ischemias; an agent for 
use in the treatment of cerebral ischemias; as well as an 
agent for the preparation of a medicament for the treatment 
of cerebral ischemias, which can be applied as simply, as 
free of side effects, and as free of risks as possible. 

This task is accomplished by the method according to Claim 
1; the use for the preparation of a medicament according to 
Claim 9; as well as the use according to Claim 17. 
Advantageous further developments of the methods and 
uses according to the Invention are provided in the 
respective dependent claims. 

The starting point for the method according to the Invention 
and for the uses of erythropoietin according to the Invention 
is that, once an ischemia has occurred - e.g., after a stroke - 
- one salvages at the earliest opportunity as much as 
possible of the damaged cerebral tissue, in particular the 
penumbra. It was found that a peripheral administration of 
erythropoietin displayed a clear-cut protective effect on the 
brain tissue struck by ischemia. In so doing, erythropoietin 
caused the region of damaged cerebral tissue, particularly in 
the penumbra, to be dramatically reduced, compared to 
traditional measures applied in cerebral ischemia, which 
measures did not Include the administration of 
erythropoietin. 



This unexpected tissue-salvagjng effect of peripherally 
administered erythropoietin in cerebral ischemia of humans 
is not obvious, if nothing else because of the fact that 
erythropoietin, as a larger protein with a molecular weight of 
about 30,000 dalton, is normally unable to cross the blood- 
brain barrier. A direct intraventricular administration of 
erythropoietin — i.e., direct infusion of erythropoietin into the 
brain tissue - is normally excluded in humans, because of 
risks connected with the application and maintenance of a 
temporary ventricle drainage, such as infections or 
hemorrhages. 

It is the merit of the present Invention to recognize and 
exploit the fact that, surprisingly, one can peripherally 
administer erythropoietin as a medicament to treat an 
existing cerebral ischemia, directly after the damaging event, 
and that it [erythropoietin] then passes into the damaged 
brain area and becomes effective. 

The peripheral administration of erythropoietin - i.e., this 
side of the blood-brain barrier - is advantageously effected 
in an intramuscular or vascular manner. Direct vascular 
administration (which, as is known, is advantageously 
applied in medicaments by the intravenous avenue) is the 
obvious choice here to transport the erythropoietin within a 
short time span — i.e., as quickly as possible after 



the damaging event - at a high dosage to the damaged 
cerebral tissue. 

One can thus assume that erythropoietin can, immediately 
after the brain tissue was damaged by Ischemia, cross the 
blood-brain barrier in the damaged regions. Consequently it 
is possible to administer, say to a patient damaged by a 
stroke, a medicament containing erythropoietin, whereby the 
erythropoietin actually reaches the damaged cerebral tissue. 

This provides for the first time an effective therapeutic agent 
against cerebral ischemia in mammals, particularly humans, 
such as for instance in a stroke. 

It is furthermore advantageous that the intact blood-brain 
barrier in the undamaged cerebral tissue regions continues 
to effectively prevent the penetration of the erythropoietin 
[into sites] where it is not needed, so that the tissue regions 
which were not struck by the ischemic infarct cannot be 
affected by the therapy, so that no or only very few side 
effects may appear. 



Advantageously one uses erythropoietin as a medicament at 
a dosage of 5,000 to 100,000 units, ideally 35,000 units per 
administration, if at all possible with one administration per 



day during the first few days, If at all possible starting within 
8 hours after the stroke. In so doing a few administrations of 
erythropoietin are sufficient to produce the therapeutic effect. 
This brings the additional advantage that - primarily in long- 
term continuous treatments of other symptoms according to 
the above-mentioned prior art - the observed side effects 
and risks do not appear at all or only appear in small 
measure, when erythropoietin is used for the treatment of 
cerebral ischemia. 

Erythropoietin is known in prior art Human erythropoietin 
was first isolated from urine (T. Miyake et al., 1977, J. Biol. 
Chem., vol. 252, pp. 5558 - 5564). Today its preparation is 
carried out through DNA recombination. By this method it 
can be produced in sufficient quantities and used according 
to the Invention. According to the Invention one can also 
use other variants of erythropoietin with different amino-acid 
sequences or structures, or else fragments with the 
functional sequence sections which are relevant for the 
biological function of erythropoietin; these are to be included 
in the concept of "erythropoietin" as used in this Application. 
Additional variability of the erythropoietin variants which can 
be used according to the Invention is the resuJt of 
modifications in the glycosylation of erythropoietin. 



Consequently, the erythropoietin to be used according to the 
Invention may cover, among others, human erythropoietin as 
naturally occurring, or else erythropoietin products or 
erythropoietin analogs (in general: erythropoietin variants or 
derivatives) which feature modifications of natural human 
erythropoietin, e.g. modifications of the sequence such as 
deletions and substitutions, or else modifications of the 
carbohydrate compositions. Such erythropoietin products 
may be created by different methods of preparation. For 
instance, such methods of preparation for erythropoietin 
variants, derivatives or analogs, useable according to the 
Invention, are described, say, in the Patent Applications WO 
86/03520, WO 85/02610, WO 90/11354, WO 91/06667, WO 
91/09955. WO 93/09222, WO 94/12650, WO 95/31560, WO 
95/05465, whose disclosures are all fully incorporated by 
reference into the disclosure content of the present Patent 
Application and are included in the present Patent 
Application. 

Below we are providing examples for the method according 
to the invention and for the uses according to the Invention. 

The following are shown: 



Fig. 1, the appearance of erythropoietin in serum and in the 
cerebrospinal fluid, after a stroke, as well as 

Fig. 2, the extent of the lesion, after cerebral ischemia. 

In Fig. 1 A, there is a plot of the mean values of serum 
concentration of 4 patients after a stroke - i.e., whose 
peripheral concentration of erythropoietin was plotted over 
several days, the patients having been administered 
intravenously, at about 8 hours, about 24 hours and again 
about 48 hours after the stroke, a dosage of 35,000 IU 
human recombinant erythropoietin (the preparation 
Neorecormon from the Hoffmann-LaRoche AG company). 
One can see that the serum concentrations reached their 
maximum within the first day and then dropped sharply 
again. 

Fig. 1 B shows that concentrations of EPO in six control 
patients with non-ischemic neurological diseases [in 
English:] (Neurological Disease Controls) after infusion of 
erythropoietin; in two untreated stroke patients [in English:] 
(Stroke Controls) without infusion of erythropoietin; as well 
as in four stroke patients [in English:] (EPO Patients), after 
infusion of erythropoietin as in the control patients. What is 
shown is a mean value of EPO concentration in the 
cerebrospinal fluid, as it was determined after an average of 
6.4 hours after tine first infusion of 35,000 IU of human 
recombinant erythropoietin (Neorecormon preparation from 
the Hoffmann-LaRoche AG company). 
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In the case of the four stroke patients (EPO Patients), these 
were the same patients as in Fig. 1A 

Keeping in mind that the scales used are logarithmic, the 
illustration in Fig. 1 B clearly shows that the concentration of 
erythropoietin in the cerebrospinal fluid in stroke patients 
(EPO Patients) lies at a level about 100 times higher than 
that of the equally treated control patients (Neurological 
Disease Controls), as well as the untreated stroke patients 
(Stroke Controls). 

It is the merit of the present Invention to recognize that in the 
case of a cerebral ischemia the blood-brain barrier becomes 
transposable by erythropoietin, so that, in order to treat a 
cerebral ischemia immediately after the damaging event, 
erythropoietin peripherally [administered] as a medicament 
can pass into the damaged brain area and become effective. 

Fig. 2 shows the lesion extent after a stroke in a 73-year old 
patient. The records shown were produced by means of 
magnetic nuclear resonance spectroscopy [in English:] 
(Diffusion-Weighted MRI). 

The patient was intravenously infused, about 8 hours after a 
stroke, with 35,000 IU of human recombinant erythropoietin 
(Neorecormon preparation from the Hoffmann-LaRoche AG 
company). About 24 hours and 48 hours after the stroke, a 
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further, equally high dosage of erythropoietin was 
administered. 

Fig. 2A shows three cross-sectional views from below, 
during the therapy process, through the brain of the patient, 
about 7 hours after the stroke. The regions damaged by the 
stroke can be clearly recognized, distinguished by their white 
coloration. 

In Fig. 2B, one can recognize the damaged regions, about 3 
days after the stroke, again by their whitish coloration (with a 
dark core). 

Fig. 2C shows the same cross-sectional views after 18 days. 
One can clearly see that there had occurred a significant 
reduction in the primary lesion. This reduction of the 
ischemic infarct area should be attributed, among others, to 
the treatment with erythropoietin. 




-12- 



patept Claims 

1 . Method for the treatment of cerebral Ischemias in 
mammals, characterized in that erythropoietin is 
applied peripherally. 

2. Method according to the preceding Claim, 
characterized in that the application is carried out in 
vascular fashion. 

3. Method according to the preceding Claim, 
characterized in that the application is carried out in 
intravenous fashion. 

4. Method according to one of the preceding Claims, 
characterized in that the erythropoietin is applied for 
the treatment of a stroke. 

5. Method according to one of the preceding Claims, 
characterized in that the erythropoietin is applied in a 
dosage of 5,000 IU to 100,000 IU per administration 
and/or per day. 

6. Method according to one of the preceding Claims, 
characterized in that the erythropoietin is applied in a 
dosage of 35,000 IU per dosage and/or per day. 
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7. Method according to one of the preceding Claims, 
characterized in that one applies as erythropoietin 
native or recombinant human or animal erythropoietin 
or a derivative thereof. 

8. Method according to one of the preceding Claims, 
characterized in that as a mammal one treats a 
human. 

9. Use of erythropoietin for the preparation of a 
medicament to be peripherally applied in the 
treatment of cerebral ischemias of a mammal. 

1 0. Use according to the preceding Claim, for the 
preparation of a medicament to be applied in vascular 
fashion. 

1 1 . Use according to the preceding Claim, for the 
preparation of a medicament to be applied in 
intravenous fashion 

1 2. Use according to one of the Claims 9 through 1 1 , for 
the preparation of a medicament to be applied in 
peripheral fashion for the treatment of strokes. 

1 3. Use according to one of the Claims 9 through 12, in a 
dosage of 5,000 IU to 100,000 IU per administration 
and/or per day. 
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1 4. Use according to one of the Claims 9 through 1 3, in a 
dosage of 35,000 IU per administration and/or per 

day. 

1 5. Use according to one of the Claims 9 through 1 4, 
characterized in that one applies as erythropoietin 
native or recombinant human or animal erythropoietin 
or a derivative thereof. 

1 6. Method according to one of the Claims 9 through 1 5, 
characterized In that the mammal is a human. 

1 7. Use of erythropoietin for the preparation of an agent 
to be peripherally applied in the treatment of cerebral 
ischemias of a mammal. 

1 8. Use according to the preceding Claim, for the 
preparation of an agent to be applied in vascular 
fashion. 

19. Use according to the preceding Claim, for the 
preparation of an agent to be applied in intravenous 
fashion. 

20. Use according to one of the Claims 1 7 through 1 9, for 
the treatment of strokes. 

21 . Use according to one of the Claims 1 7 through 20, in 
a dosage of 5,000 IU to 100,000 IU per administration 
and/or per day. 
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Use according to one of the Claims 1 7 through 21 , in 
a dosage of 35,000 IU per administration and/or per 
day. 

Use according to one of the Claims 17 through 22. 
characterized in that one applies as erythropoietin 
native or recombinant human or animal erythropoietin 
or a derivative thereof. 

Method according to one of the Claims 17 through 23, 
characterized in that the mammal is a human. 



-16- 



[text Is in English) 



FIg.1 

REPLACEMENT SHEET (RULE, 26) 



-17- 



Fig. 2 

REPLACEMENT SHEET (RULE, 26) 



